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1.1 VZROK ZA RAZISKAVO 
V evropskem kot tudi v slovenskem prostoru ima gojenje in uživanje belega zelja dolgoletno 
tradicijo (Rudolf Pilih in sod., 2012). Zelje je v Sloveniji druga najbolj zastopana 
zelenjadnica po pridelovalni površini (ha) in prva po količini pridelka (t) (Plešivčnik, 2018). 
V večjem obsegu gojijo hibridne sorte, ki imajo večje hektarske pridelke in imajo lastnosti, 
ki jih zahteva tržišče (Rudolf Pilih in sod., 2012). Za pridobivanje hibridov potrebujemo 
homozigotne starševske linije. Te linije je potrebno izbrati na podlagi kombinacijskih 
sposobnosti. Izbira temelji na teorijah o pozitivnem heteroznem učinku. To pomeni, da 
potomci prekašajo nekatere lastnosti staršev (Baranwal in sod., 2012). Ena izmed teh teorij 
izhaja iz dejstva, da najboljši hibridi izhajajo iz križanja starševskih linij, ki so si genetsko 
najbolj oddaljene (Riaz in sod., 2001). Na podlagi te teorije bomo določili genetsko 
oddaljenost čistih linij zelja z metodo SSR (Simple Sequence Repeats) markerjev in izbrali 
najprimernejše kombinacije kandidatov za križanje. 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
V Sloveniji, v okviru Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, že več let poteka 
program žlahtnjenja hibridnih sort zelja. Obstaja nekaj domačih sort in populacij, ki so 
slovenskemu potrošniku blizu. Pomanjkljivost teh sort je v tem, da ne dajejo uniformnih 
pridelkov, kar predstavlja težavo pri tehnologijah pridelave, predelave in prodaje. Pri nas se 
že pridelujejo hibridi z določenimi lastnostmi, ki so prisotne pri domačih sortah in jih zahteva 
slovenski trg. Vsekakor pa potreba in želja po slovenskih hibridih, z lastnostmi avtohtonih 
sort, ostaja. V letu 2016 je bila priznana prva slovenska hibridna sorta zelja –Presnik F1, ki 
vključuje tudi DNK udomačene sorte Varaždinsko. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
V okviru naloge želimo s pomočjo SSR markerjev določiti genetsko oddaljenost izbranim 
čistim linijam. Na podlagi dendrograma in matrike sorodstvenih koeficientov bomo odbrali 
najboljše kandidate za nadaljnje križanje oz. pridobivanje hibridov. Preizkusili bomo 
različne postopke pomnoževanja odsekov DNK (PCR s hkratnim pomnoževanjem in 
direkten PCR) s katerimi želimo optimizirati postopek ugotavljanja genetske oddaljenosti 
med opazovanimi objekti.Pričakujemo, da bodo rezultati teh postopkov primerljivi z 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZELJE 
2.1.1 Zgodovina 
Zelje (Brassica oleracea L. var. capitata L.) je rastlinska vrsta, ki se pojavlja širom Evrope. 
Predvsem v obalnih območjih se pojavlja kot divja rastlina. Spada v večjo skupino t. i. 
kapusnic. V to skupino uvrščamo šest pomembnih kultiviranih podvrst in eno divjo podvrsto. 
Divja podvrsta (B. oleracea var. sylvestris L.) je nizka grmičasta rastlina z olesenelim 
spodnjim delom stebla in zelnatim vrhnjim delom. Izvira iz skalnatih, apnenčastih, obalnih 
predelov Mediterana, severne Španije, zahodne Francije in južne ter jugozahodne Britanije 
(Babula in sod., 2007). Ta divja podvrsta velja za starodavnega prednika vseh današnjih 
kultiviranih podvrst. Selekcija se je začela pred 2.500 leti in je vodila do šestih kultiviranih 
podvrst: cvetača (B. oleracea ssp. botrytis L.), brokoli (B. oleracea ssp. italica L.), koleraba 
(B. oleracea ssp. gongylodes L.), krmni ohrovt (B. oleracea ssp.medullosa Thell), zelje (B. 
oleracea ssp. capitata L.), brstični ohrovt (B. oleracea ssp. gemmifera DC) (Babula in sod., 
2007) in glavnati ohrovt (B. oleracea L. convar. capitata var. sabauda L) (Groznik, 2004). 
Glavnato zelje (B. oleracea var. capitata L.) najverjetneje izvira iz Anatolije, kjer še vedno 
rastejo divje rastline z največjim habitusom (Balkaya in sod., 2005). Geografska razširjenost 
je predstavljena na Sliki 1. 
 
Slika 1: Razširjenost divjega zelja Brassica oleracea var. sylvestris (rumene pike) in kultiviranega zelja 
Brassica oleracea var. capitata (črne zvezdice) (prirejeno po Babula in sod., 2007). 
Podvrste se močno razlikujejo predvsem fenotipsko, glede na faze razvoja (enoletnice ali 
dvoletnice, temperature potrebne za indukcijo cvetenja, formiranje cvetov, velikost listov, 
način rasti) ter po kemijski sestavi. Kljub temu genetska slika kaže na veliko mero 
sorodnosti, kar omogoča medvrstno križanje in fertilne potomce (Babula in sod., 2007). 
Križnice so ime dobile po razporeditvi venčnih listov v obliki križa. V družino križnic spada 
tudi ena izmed najpogostejših modelnih rastlin navadni repnjakovec (Arabidopsis thaliana). 
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Na podlagi mitohondrijske DNK so ugotovili, da se je linija, iz katere izhaja Arabidopsis 
thalina, ločila od ostalih linij vrste Brassica oleracea nekje pred 14,5 do 24 milijoni let. 
Kljub temu so ohranile 87 % skupnega genoma. Glede na to predstavlja sekvenciran genom 
A. thaliana dobro osnovo za genske analize rastlinskih vrst iz družine križnic (Babula in 
sod., 2007). 
2.1.2 Botanični opis 
Zelje spada med dvokaličnice, natančneje med zelnate dvoletnice. V prvem letu je razvoj 
zelja omejen na vegetativno rast in tvorbo t. i. glave. V drugem letu preide v generativno 
fazo in tvori seme. Kot pri večini hortikulturnih križnic, tudi pri zelju uživamo terminalen 
brst oz. glavo (Černe, 1998). 
Zelje ima relativno močan koreninski sistem z glavno korenino. Velika večina absorpcijske 
površine se nahaja med 30 in 40 cm  globine tal. Sama struktura koreninskega sistema je 
odvisna od rastnih razmer, vodnega profila,  strukture in obdelave tal (Černe, 1998). 
Steblo je gladko do prvih listov in se s časom začne brazdati zaradi odpadanja starih listov. 
Je močno in v prvem letu kratko. Ima speča očesa v bazah listnih pecljev, kar lahko 
izkoristimo za vegetativno razmnoževanje s stebelnimi izsečki. Brsti odženejo tudi, če 
odrežemo glavo ter tako dobimo nadomestne, adventivne poganjke (Černe, 1998). 
Pri zelju poznamo različne vrste listov glede na faze rasti in razvoja. Prvi listi so nepravilno 
narezani z dolgimi peclji in z gladko, povoščeno površino. Listi v fazi sklepanja glave so 
lopatasti, nepravilno narezani in povoščeni. Zunanje liste, ki se odpirajo, imenujemo vehe, 
notranje liste, ki tvorijo glavo in so zloženi drug čez drugega, pa imenujemo sedeči listi. 
Oblika glav, dolžina vretena in ostale fenotipske lastnosti, so sortno značilne (Černe, 1998). 
Drugo leto rasti, po obdobju nizkih temperatur, ki sprožijo prehod iz vegetativne v 
generativno fazo, razvije zelje močno, visoko steblo. Na steblu se nahajajo spiralno 
razvrščeni sedeči listi, ki se zmanjšujejo proti vrhu stebla. Na vrhu so cvetni grozdi z 
rumenimi, dvospolnimi cvetovi. Cvetovi so sestavljeni iz 4 čašnih in 4 venčnih listov, ki so 
razporejeni v obliki križa. Od tu izvira ime družine. Cvetovi imajo 4 daljše in 2 krajša 
prašnika ter nadraslo plodnico iz dveh delov z več semenskimi zasnovami. Plod je lusk iz 
dveh delov, seme je okroglo in pritrjeno na semensko membrano. Vsak lusk vsebuje 10 do 
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2.1.3 Taksonomska razvrstitev 
V Preglednici 1 je predstavljena taksonomska razvrstitev kmetijsko pomembnih podvrst 
Brassica oleracea L. 
Preglednica 1: Taksonomska razvrstitev kmetijsko pomembnih podvrst vrste Brassica oleracea L. (Babula in 


















2.1.4 Pridelava v Sloveniji in svetu 
V Sloveniji je zelje že stoletja pomembna kulturna rastlina (Rudolf Pilih in sod., 2012). 
Uporablja se v presnem in fermentiranem stanju. V Sloveniji se pridelujejo lokalne sorte, 
večinoma pa tuji hibridi (Rudolf Pilih in sod., 2012). Med sorte, uvrščene na slovensko 
sortno listo, spadajo Ljubljansko zelje, Futoško zelje, Nanoško zelje, Presnik F1, Emona, 
Varaždinsko 1 in Varaždinsko 2 (Posedi, 2018). Sorti Varaždinsko 1 in 2 veljata za zelo 
priljubljeni. Prištevamo ju k udomačenim sortam. Cilj slovenskega programa žlahtnjenja 
zelja je pridobiti kakovostne in izenačene hibridne sorte v tipu domačih avtohtonih sort 
(Rudolf Pilih in sod., 2012). 
Družina Brassicaceae Križnice 
Rod Brassica L.  













acephala D.C. listnati ohrovt 
alboglabra (L.H. Bailey) Musil kitajsko zelje 
botrytis L. cvetača 
capitata L. glavnato zelje 
gemmifera D.C. brstični ohrovt 
gongylodes L. koleraba 
italica Plenck brokoli 
medullosa Thell. krmni ohrovt 
oleracea L. divje zelje 
sabellica L. kodrolistni ohrovt 
viridis L. -------- 
ramosa D.C. -------- 
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Belo zelje je zadnjih 10 let v Sloveniji najbolje zastopana zelenjadnica po skupni pridelavi 
in druga po skupni površini pridelave. Povprečna letna pridelava v zadnjem desetletju znaša 
872.682 t in je v porastu. Povprečna pridelovalna površina od leta 2006 znaša 47.860 ha 
(Plešivčnik, 2018). 
Glede na podatke organizacije Združenih narodov za hrano in kmetijstvo (FAO, 2018) je od 
leta 2007 naprej zaznati trend povečevanja svetovne pridelave zelja. Skupna svetovna 
pridelava zelja in ostalih kmetijskih rastlin iz rodu križnic je svoj višek dosegla v letu 2016, 
ko je presegla več kot 71 milijonov ton, ob tem je pridelovalna površina obsegala okrog 2,5 
milijona hektarov (Slika 2). 
 
Slika 2: Prikaz svetovne pridelave in pridelovalne površine zelja ter ostalih vrst iz rodu križnic v letih od 2006 
do 2016 (FAO, 2018). 
V svetovnem merilu največ zelja pridela Azija (75 %), sledi ji Evropa s 17 %. Na Sliki 3 je 
prikazano, da je največja pridelovalka Kitajska z 31,5 milijoni ton letne pridelave, sledi ji 
Indija s 7,5 milijoni ton. Na tretjem mestu je Rusija, ki je z dobrimi tremi milijoni ton tudi 
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Slika 3: Prikaz največjih svetovnih pridelovalcev vrtnin  iz rodu križnic (FAO, 2018). 
2.1.5 Žlahtnjenje zelja 
Cilj modernega žlahtnjenja je pridobivanje hibridnih sort. Hibridi zagotavljajo večjo 
uniformnost pridelka in večje hektarske donose, hkrati pa imajo lastnosti, ki so tržno 
zanimive. V preteklosti je klasično žlahtnjenje potekalo na dolgotrajen način z masovno 
selekcijo. Moderne biotehnološke metode nam zagotavljajo hitrejše in učinkovitejše načine 
pridobivanja novih sort, čistih linij in hibridnega semena (Mikuž, 1967). 
2.1.5.1 Masovna selekcija  
To je ena od najstarejših klasičnih metod žlahtnjenja novih sort. Metoda temelji na odbiranju 
rastlin na podlagi želenih lastnosti. Odberemo rastline, ki so si podobne v eni ali več želenih 
lastnostih, pridobimo seme in ga posejemo. Rastline morajo biti izolirane od drugih virov 
peloda, s katerimi so sposobne medsebojnega križanja. Seme nato poberemo in ga ponovno 
posejemo. Ta postopek ponavljamo vsaj 4 leta. Tako dobimo seme, ki daje uniformne 
rastline z želenimi lastnostmi. V osnovi velja pravilo, da večja, ko je začetna populacija, ki 
daje velik nabor različnih genov, in daljša, ko je selekcija, večje možnosti imamo za uspeh. 
Slabost pri taki selekciji je, poleg dolgotrajnosti, tudi izguba genske raznolikosti (Mikuž, 
1967). 
2.1.5.2 Žlahtnjenje hibridov 
Osnovni pogoj za moderno žlahtnjenje hibridov je pridobitev širokega nabora čistih 
starševskih linij. Sledi selekcija čistih linij, ugotavljanje njihovih kombinacijskih 
sposobnosti in križanje. Čiste linije so rastline, ki so popolnoma homozigotne. Pri 
pridobivanju hibridov izkoriščamo učinek pozitivne heteroze. To pomeni, da potomci dveh 
starševskih, homozigotnih linij presežejo starše v želenih lastnostih in so uniformni (hibridni 
vigor) (Rudolf Pilih in sod., 2012). 
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2.1.5.2.1 Čiste linije 
Pri klasičnem žlahtnjenju pridobivamo čiste linije z večletnim samoopraševanjem. Pri zelju 
potrebujemo vsaj 10 let oz. 5 samoopraševanj preden dobimo čisto linijo. Zaradi 
dolgotrajnega postopka so razvili biotehnološke tehnike, ki so opisane v podpoglavjih 
2.1.5.2.2. in 2.1.5.2.3. Te tehnike skrajšajo čas pridobitve čiste liniji na eno oz. dve leti 
(Rudolf Pilih in sod., 2012). 
2.1.5.2.2 Podvojeni haploidi 
Pri žlahtnjenju zelja se v veliki meri uporablja postopek indukcije podvojenih haploidov 
(Rudolf Pilih in sod., 2012). Podvojeni haploidi so rastline, ki so se razvile iz haploidne 
spolne celice (moške ali ženske gamete), pri katerih se je podvojila garnitura kromosomov. 
Torej postane rastlina po podvojevanju čisti homozigot z dvojno garnituro kromosomov 
(Murovec in Bohanec, 2012) Podvojevanje je lahko spontano ali inducirano z antimitotskimi 
sredstvi. Ko pridobljenega podvojenega haploida samooprašimo, dobimo čisto linijo. Tako 
čisto linijo pridobimo v dveh letih, namesto v desetih (Rudolf Pilih in sod., 2012). Podvojene 
haploide lahko pridobivamo iz moškega ali ženskega gametofita. Poznamo različne tehnike, 
ki so bolj ali manj primerne za posamezno rastlinsko vrsto. To so kultura mikrospor oz. 
anter, kultura ovul in kultura ovarijev. Zadnji dve metodi se pri žlahtnjenju zelja ne 
uporabljata (Dorè, 1989). 
2.1.5.2.3 Kultura mikrospor 
Kultura mikrospor je pridobivanje podvojenih haploidnih rastlin, ki se razvijejo iz moške 
gamete v in vitro razmerah (t.i. androgeneza). Embriogeneza gamet je možna zaradi 
totipotentnosti celic. Totipotentnost nam omogoča, da induciramo embriogenezo brez 
predhodne oploditve. Indukcijo dosežemo z različnimi stresnimi dejavniki, ki usmerijo rast 
embrija v razvoj sporofita (Guček, 2016). Najpogosteje uporabljena stresna dejavnika pri 
zelju sta inkubacija pri visokih temperaturah in uporaba alkaloida kolhicina. Obstajajo še 
drugi manj pogosti načini indukcije embriogeneze, kot je inkubacija pri nizkih temperaturah, 
radiacija γ žarkov, spremembe v tlaku, dodatek etanola in druge snovi z antimitotskimi 
učinki (Segui-Simarro in Nuez, 2006). Embriogenezi sledi nadaljnja rast in razvoj v rastnih 
komorah pod sterilnimi pogoji (kontrolirana atmosfero, različna gojišča,…). Rastne pogoje 
je potrebno prilagajati posameznim fazam rasti (Guček, 2016). 
2.2 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR) 
PCR je reakcija, pri kateri pomnožujemo dele DNK. Za uspešno pomnoževanje potrebujemo 
začetne oligonukleotide oz. »primerje«, proste nukleotide, encim Taq polimerazo ter 
vzorčno DNK molekulo. Reakcija poteka v treh glavnih stadijih ali fazah (Madigan in 
Martinko, 2006).  
Taq polimeraza je encim, po funkciji enak običajni polimerazi, s to razliko, da deluje pri 
visoki temperaturi (72°C), pri kateri normalna polimeraza ni več aktivna oz. denaturira. To 
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s pridom izkoriščamo pri PCR. Izolirali so jo iz termofilnih bakterij Thermus aquaticus, ki 
živijo v vročih vrelcih. Po njih je dobila tudi ime (Madigan in Martinko, 2006). 
Začetni oligonukleotidi so kratki deli eno verižne DNK ali RNA, dolgi 18-25 baznih parov 
(Madigan in Martinko, 2006). Imajo specifično zaporedje nukleotidov, ki predstavljajo 
začetno točko podvojevanja DNK molekule. V živih organizmih jih katalizirajo encimi DNK 
primaze. Lahko jih sintetiziramo tudi laboratorijsko. S sintezo želenega začetnega 
oligonukletoida izbiramo, kateri lokus želimo pomnožiti s PCR reakcijo. Te molekule so 
nujno potrebne za uspešno pomnoževanje DNK molekule. Polimeraza ne more začeti s 
prepisovanjem, ne da bi prebrala sekvenco začetnih nukleotidov, prav tako jih potrebuje, da 
lahko začne lepiti prepisane nukleotide in zaključi prepisovanje na želenem mestu (Delong 
in Zhou, 2015). 
V prvi fazi PCR rekcije, ki se odvija pri temperaturi okoli 95°C, poteče denaturacija 
dvojnega heliksa. Na ta način dobimo molekule eno verižne DNK, ki so osnova za naslednjo 
fazo. Slednja poteka pri temperaturah med 55°C in 65°C. V tej fazi se dodani začetni 
oligonukleotidi vežejo na komplementarne baze, na enoverižnih molekulah DNK. V tretji 
stopnji dvignemo temperaturo na 72°C. Tako preide Taq polimeraza iz neaktivnega v 
aktivno stanje in začne prepisovati eno verižne molekule DNK (Delong in Zhou, 2015). Kot 
pri vsakem podvajanju tudi Taq polimeraza prepisuje verigo le v smeri 5´ proti 3´. 
2.2.1 Metoda direktnega PCR 
Metoda direktnega PCR pomnoževanja je postopek, pri katerem pomnožimo DNA direktno 
iz vzorca tkiva brez predhodne izolacije DNK. Posledično pospešimo celoten postopek, kar 
pride do izraza pri velikem številu vzorcu npr. pri genotipizaciji. Postopek je uporaben tudi 
pri vzorcih z malo DNK materiala. Ker izolacija DNK ni potrebna, se izognemo tveganju 
izgube in kontaminacije vzorca (Bellstedt in sod., 2010). 
2.2.2 Metoda hkratnega pomnoževanja PCR 
Hkratno pomnoževanje je pogosto uporabljena tehnika pri pomnoževanju DNK, še posebno 
pri genotipizaciji s SSR markerji. S hkratnim pomnoževanjem občutno skrajšamo čas, ki je 
potreben za pripravo vzorcev za reakcijo PCR. Prav tako zmanjšamo porabo reagentov, 
potrebnih za pripravo PCR mešanic in porabo fluorescentnih barvil in s tem stroške 
genotipizacije (Elnifro in sod., 2000). 
2.3 MIKROSATELITNI MARKERJI (ANG. SIMPLE SEQUENCE REPEATS, SSR)  
Mikrosatelitni markerji (1-10 nukleotidov dolge ponovljive sekvence) so skupaj z 
minisateliti (nad 10 nukleotidov dolge ponovljive sekvence) podenote tandemskih ponovitev 
in predstavljajo ponavljajoče se regije na genomu. Zanje je značilna nestabilnost. Zaradi tega 
so desetkrat bolj podvrženi mutiranju kot običajne točkovne mutacije (Carneiro Vieira in 
sod., 2016). 
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Najdemo jih v genomu evkariontov in prokariontov, kjer so razpršeni tako po kodirajoči kot 
tudi po nekodirajoči DNK. Dokazano je, da SSR niso naključno razporejeni po genomu, 
temveč se nahajajo na točno določenih regijah, ki so vrstno specifične. V grobem lahko 
rečemo, da je prisotnost SSR mnogo manjša v kodirajočih regijah kot v drugih delih genoma. 
Vzrok tiči v visoki stopnji polimorfizma SSR. Mutacije lahko ogrozijo izražanje genov, zato 
so se SSR, evolucijsko gledano, večinsko obdržali na nekodirajočih delih DNK. Študije 
nakazujejo, da so osnovne ponovitve SSR markerjev, ki se nahajajo na kodirajočih delih 
DNK, večinoma dolge od 3 do 6 nukleotidov, s čimer naj bi bila pogostost mutacij 
zmanjšana. Ugotovili so, da so pri ljudeh SSR markerji prisotni tudi na kodirajočih odsekih 
DNK in tvorijo vzorce, ki se ponavljajo in vplivajo na sintezo proteinov. Študije, ki so 
obravnavale sekvence DNK, ki so vsebovale informacijo za translacijo proteinov, 
nakazujejo, da so znotraj teh sekvenc tandemske ponovitve še posebej pogoste. Ti 
mehanizmi so verjetno omogočili hiter razvoj proteinov in evolucijski napredek (Carneiro 
Vieira in sod., 2016). 
Pri SSR pride največkrat do mutacije zaradi zdrsa DNK polimeraze pri podvajanju in zaradi 
nedelujočega popravljalnega mehanizma. Pri raziskavah in vitro podvajanja DNK se je 
pokazalo, da je stopnja mutacije veliko višja kot pri in vivio podvajanju ravno zaradi 
odsotnosti popravljalnega mehanizma (Štajner, 2010). Najpogostejši mutaciji sta adicija in 
delecija celotne, ponovljive sekvence oz. motiva. Posledica tega je polimorfizem. Dokazano 
je, da se pogostost mutacij veča z dolžino mikrosatelita. Tako iz mutacij, ki se izognejo 
popravljalnim mehanizmom DNK, nastanejo novi aleli na SSR lokusu. Ravno ta lastnost 
daje SSR markerjem velik potencial za uporabo v genski analitiki (Carneiro Vieira in sod., 
2016). 
SSR so glede na motiv razdeljeni na štiri kategorije: 
 Popolni, ki so sestavljeni iz enega samega ponavljajočega osnovnega motiva. Ta se 
ponavlja brez prekinitve (npr. ACACACACACACA); 
 Nepopolni, ki so sestavljeni iz osnovnega, ponavljajočega motiva pri katerem se je 
vrinila baza, ki ne pripada osnovnemu motivu (npr. ACACACGCACAC); 
 Prekinjeni, pri tovrstnih SSR gre za prekinitev osnovnega motiva z vrivanjem krajše 
sekvence baznih parov, ki ne pripadajo osnovnemu motivu (npr. 
ACACAGGGGACAC); 
 Sestavljeni SSR združujejo več mikrosatelitov z različnimi, ponavljajočimi, 
sosednjimi motivi (npr. ACACACACTTATTATTATTA) (Tautz in sod., 1986). 
SSR so v zadnjih 20 letih najpogosteje uporabljeni genski markerji v rastlinskih 
genotipizacijskih študijah, zaradi njihove informativnosti, kodominance in multialelnosti. 
Lahko jih je pridobivati in so prenosljivi med ozko sorodnimi rastlinskimi vrstami (Carneiro 
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Pri divjih vrstah rastlin se SSR markerji uporabljajo za: 
 preučevanje genetske raznolikosti oz. oddaljenosti, 
 ocenjevanje stopnje pojava »crossing over« pri nastanku gamet, 
 evolucijske študije medvrstnih sorodstev. 
 
Pri kultiviranih rastlinah se uporabljajo za: 
 analizo sorodstvenih povezav in ugotavljanje stopnje sorodnosti med različnimi 
genotipi, 
 mapiranje lokusov, ki so povezani s kvantitativnimi lastnostmi, 
 izvajanje selekcije s pomočjo markerjev. 
DNKSSR markerji so še posebej uporabni za tvorbo matric genskih načrtov. Slednji 
združujejo informacije o sorodstvenih linijah rastlinski vrst, sort in kultivarjev ter njihovih 
genskih in fizioloških informacijah. Tako predstavljajo orodje v rokah žlahtniteljev in 
genetikov za preučevanje genotipskih in fenotipskih lastnosti rastlin (Carneiro Vieira in sod., 
2016). 
2.3.1 Biološki pomen SSR 
Široki uporabnosti navkljub je še vedno zelo malo znano o bioloških funkcijah SSR 
markerjev, še posebno pri rastlinah. Na podlagi diagnostike pri nekaterih modelnih rastlinah 
so opazili, da se SSR precej pogosto pojavljajo na regijah DNK, ki se ne prevajajo v proteine 
(UTR). Vrivanje ali izpadanje SSR sekvenc v regijah, ki kodirajo proteine, lahko vpliva na 
transkripcijo ali translacijo proteinov (Carneiro Vieira in sod., 2016). 
Take mutacije se odražajo tudi fenotipsko, tako pri mikrobih (omogočajo jim prilagajanje 
spremembam v okolju) kot pri človeku. Pri slednjem povzročajo npr. Huntingtonovo bolezen 
in mnoge druge degenerativne bolezni. Pri rastlinah je odkrit primer pri A. thaliana kjer 
DNK s prisotnim SSR nosi napako pri sintezi ene od podenot encima 
izopropilmalatizomereaze. To povzroča njeno neaktivnost. Z izpadom te SSR sekvence 
postane encim ponovno aktiven (Carneiro Vieira in sod., 2016). 
Odkritje mikrosatelitov v transkripcijskih in regulatornih regijah DNK je raziskovalce 
pritegnilo k preučevanju njihovih bioloških funkcij. Vedno več je dokazov, ki govorijo o 
pomembnosti SSR sekvenc pri regulaciji transkripcije in translacije, tvorbe kromatina, 
velikosti genoma in celičnega cikla (Carneiro Vieira in sod., 2016). 
Nur Kholilatul in sod. (2014) so pri sekvenciranju transkriptoma Brassica oleracea L. var. 
capitata L. določili 2313 mikrosatelitnih markerjev. Od tega jih je bilo 957 z dinukleotidnim 
in 1591 s trinukleotidnim motivom. SSR s tetra-, penta- in heksa-nukleotidnimi motiv so bili 
zastopani le v manjšem obsegu. Motivi in število odkritih markerjev je natančneje 
predstavljeno na Sliki 4. 
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Slika 4: Prikaz zastopanosti SSR markerjev odkritih pri zelju (prirejeno po Nur Kholilatul in sod., 2014). 
SSR markerji so zelo variabilni. Markerji, ki se nahajajo v genskih regijah so podvrženi 
močnemu selekcijskemu pritisku, ker imajo funkcionalno vlogo pri izražanju genov za 
razliko od markerjev, ki se nahajajo drugje v genomu. Tako zagotavljajo široko gensko 
raznolikost in lahko predstavljajo osnovo za lažje prilagajanje organizmov spremembam v 
okolju. Zato lahko rečemo, da so mehanizem hitrejšega evolucijskega razvoja organizmov 
(Carneiro Vieira in sod., 2016). 
2.3.2 Razvoj SSR markerjev 
Razvoj SSR markerjev v grobem razdelimo na štiri stopnje: 
 predhodno poznavanje sekvence, v kateri se marker pojavlja, 
 konstrukcija začetnih oligonukleotidov, komplementarnih z regijami, ki obdajajo 
marker, 
 validacijo začetnih oligonukleotidov kot produktov PCR in elektroforeze, 
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Shematični prikaz postopka pridobivanja SSR markerjev je predstavljen na Sliki 5. 
 
Slika 5: Shema razvoja SSR markerjev (prirejeno po Carneiro Vieira in sod., 2016). 
Uspešnost pomnoževanja novo razvitih SSR markerjev je zelo odvisna od zgradbe oz. 
motivov, ki se ponavljajo. Tako je na primer pri rižu uspešnost pomnoževanja motiva AT le 
31,7 %, medtem ko motiv GAA dosega 87 % uspešnost. Iskanje novih markerjev je zelo 
odvisno od dostopnosti sekvenc genomov. Pri iskanju markerjev se uporabljajo različne 
metode sekvenciranja (Sanger, NGS,..) (Carneiro Vieira in sod., 2016). 
Naslednji korak, po odkritju sekvence z vsebovanim markerjem, je sinteza začetnih 
oligonukleotidov (angl. primers), ki so komplementarni z obrobnima regijama ob markerju. 
Sledi aplikacija in testiranje polimorfnosti (Carneiro Vieira in sod., 2016). 
Po pridobitvi delujočega markerja je na vrsti genotipizacija. Je relativno poceni rutinski 
postopek. S pomočjo elektroforeze (gelska ali kapilarna) identificiramo alele na SSR lokusu, 
ki smo jih predhodno pomnožili z reakcijo PCR. Z namenom znižanja stroškov in prihranka 
časa so razvili metodo hkratnega pomnoževanja (angl. multiplex), pri kateri diagnosticiramo 
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Uporabnost metode hkratnega pomnoževanja se odraža tudi v majhni porabi vzorčnega DNK 
materiala potrebnega za potek PCR reakcije (Hayden in sod., 2008). Osnovni princip te 
metode je, da enemu vzorcu hkrati dodamo več parov začetnih oligonukleotidov. S tem 
zmanjšamo porabo reagentov in vzorčnega DNK. Tako se lokusi pomnožijo v eni reakciji 
namesto v več posamičnih. Pri hkratnem pomnoževanju je najpomembnejša izbira 
kombinacije lokusov, ki jih želimo pomnožiti. Pomembno je, da so različnih dolžin in imajo 
enake pogoje za uspešno pomnoževanje (Edwards in Gibbs, 1994). 
2.4 ELEKTROFOREZA 
Elektroforeza je analizna metoda, pri kateri ločujemo molekule v raztopinah na podlagi 
električnega naboja. Negativno nabite molekule potujejo skozi medij v smeri proti pozitivno 
nabiti elektrodi. Substance s pozitivnim nabojem potujejo proti negativno nabiti elektrodi. 
Proces poteka pod vplivom električnega toka. Znano je, da ne obstajajo le molekule, ki imajo 
bodisi pozitiven, bodisi negativen naboj. Veliko molekul je bipolarnih. Ločevanje poteka 
glede na pretežni naboj posamezne molekule. Na naboj vplivajo dejavniki, kot so pH, 
temperatura, hidrodinamika  mobilne in stacionarne faze... Poznanih je več vrst elektroforez, 
vse pa delujejo po enakih fizikalnih zakonih. Pri vseh je prisoten pojav pri katerem manjše 
molekule potujejo skozi stacionarno fazo hitreje kot velike. Tako lahko glede na prepotovano 
razdaljo ločimo molekule z enakim nabojem tudi po velikostnih razredih (Whatley, 2001). 
2.4.1 Agarozna gelska elektrofereza 
Pri postopku gelske elektroforeze ločujemo fragmente po velikosti glede na nabitost 
fragmentov (Whatley, 2001). Negativno nabita molekula DNK potuje skozi agarozni gel 
proti pozitivni elektrodi. Gel je stacionarna faza, ki deluje kot neke vrste sito, skozi katerega 
potujejo različno veliki fragmenti DNK. Zaradi sile trenja večji fragmenti potujejo počasneje 
skozi gel in obratno. Elektroforeza je končana, ko se nam vsi fragmenti ločijo po velikostnih 
razredih (Corthell, 2014). 
2.4.2 Kapilarna elektroforeza 
Kot pri vseh elektroforezah, tudi pri kapilarni ločujemo molekule glede na naboj in velikost. 
Bistvena prednost kapilarne elektroforeze je visoka ločljivost, kar nam omogoča ločevanje 
fragmentov, ki se med seboj razlikujejo le za 1 nukleotid. Visoko ločljivost dosežemo s 
sistemom kapilar. Kapilare odlikuje visoko razmerje med premerom in dolžino (µm/m). 
Govorimo o premerih 20-100 µm in dolžini nekaj metrov. Kapilare so polnjene s silikagelom 
ki predstavlja elektroforetsko, stacionarno fazo. Princip ločevanja v kapilarah polnjenih s 
silikagelom je shematiziran na sliki 6 (Whatley, 2001). 
 
 
Snoj D. Genotipizacija izbranih linij zelja … z mikrostelitnimi markerji.  14 




Slika 6: Princip ločevanja dveh enako nabitih molekul z različno molekulsko maso oz. velikostjo v odvisnosti 
od časa (Whatley, 2001). 
Na Sliki 6 vidimo potovanje dveh enako nabitih fragmentov različne velikosti skozi kapilaro. 
Prikazano je ločevanje glede na opravljeno pot v odvisnosti od časa. Majhen premer kapilar 
nam prepreči difuzijo vzorca skozi stacionarno fazo, kar nam omogoča uporabo majhnih 
volumnov vzorca. Ko molekule potujejo skozi stacionarno fazo, ki deluje kot sito, se ustvarja 
trenje, ki viša temperaturo v vzorcu. To lahko povzroči spremembo pH vzorca, posledično 
se lahko spremeni naboj molekul. Ta težava je pri kapilarni elektroforezi minimalna v 
primerjavi z drugimi vrstami elektroforeze (Whatley, 2001). Poleg samega procesa 
elektroforeze, ima velik pomen detekcija ločenih fragmentov. Detekcija analiznih produktov 
se izvaja v delu naprave (detektor), ki je direktno vezan na kapilaro. Vrednotenje rezultatov 
je lahko kvalitativno ali kvantitativno. Obstaja mnogo vrst detektorjev, ki lahko merijo 
absorbanco, prepotovano pot, prevodnost, flourescensco, itd. Rezultate je možno ovrednotiti 
tudi z masno spektrometrijo. Način detekcije prilagajamo vrsti fragmentov oz. molekul, ki 
jih želimo analizirati. Pogosto se fragmente DNK zazna na podlagi fluorescence. V 
tovrstnem detektorju je laser, ki osvetljuje opazovane fragmente s točno določeno valovno 
dolžino, slednji oddajajo presežek energije s sevanjem druge valovne dolžine, ki jo detektor 
zazna (Whatley, 2001). 
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
V poskusu smo uporabili 22 čistih linij, ki so bile pridobljene z indukcijo podvojenih 
haploidov, s pomočjo kulture mikrospor. Linije so bile v preteklih letih uporabljene v 
različnih križanjih. Izvor izhodiščnih rastlin, iz katerih so bile pridobljene čiste linije, je 
podan v Preglednici 2. 















Obravnavane čiste linije so nastale z indukcijo podvojenih haploidov iz različnih izhodiščnih 
rastlin, ki so bile pridobljene s križanjem čistih linij 712, 667, 885, R41, s komercialnim 
hibridnim kultivarjem Matsumo F1 in s sorto Varaždinsko. Linije 712, 667 in 885 izvirajo 
iz križancev med čisto linijo R41, pridobljene iz hibridne sorte Hawke F1, in sorte 
Varaždinsko. Vse izhodiščne linije so bile prav tako pridobljene s postopkom indukcije 
haploidov s pomočjo kulture mikrospor. Komercialni hibridni kultivar Matsumo F1 je bil 
uporabljen kot starševska linija zaradi odpornosti na črno žilavko kapusnic. 
Izhodiščne rastline Čiste linije 































712 x Matsumo F1 279 
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3.2 GENOTIPIZACIJA ČISTIH LINIJ 
Genotipizacija je potekala po sledečem vrstnem redu. Najprej smo odbrali 22 vzorcev 
izolirane DNK čistih linij. Nato smo na podlagi testiranj iz poglavja 3.2.3 odbrali 16 
najustreznejših SSR markerjev (Preglednica 3). Pripravili smo 16 PCR mešanic po postopku, 
opisanem v poglavju 3.2.4, in jih kombinirali z izbranimi vzorci čistih linij. Tako smo dobili 
vse možne kombinacije vzorcev in SSR markerjev. Dobljene kombinacije smo pomnožili s 
postopkom PCR (poglavje 3.2.4). Sledila je gelska elektroforeza, s katero smo ocenili 
uspešnost pomnoževanja vzorcev s PCR metodo (poglavje 3.2.5). Za tem smo s kapilarno 
elektroforezo določili velikosti pomnoženih fragmentov DNK v vzorcih (poglavje 3.2.6). 
Rezultate kapilarne elektroforeze smo analizirali s program GeneMapper. 
3.2.1 Izolacija DNK 
Iz rastlinskega materiala, ki smo ga uporabili v nalogi, je bilo najprej potrebno izolirati 
celotno DNK. DNK smo izolirali po metodi, ki so jo opisali Kump in sod. (1992). Imeli smo 
22 vzorcev čistih linij zelja. V terilnico smo na drobno zrezali rastlinski material in ga dobro 
strli. Nato smo mu dodali 700-1000 µl CTAB ekstrakcijskega pufra (1M Tris-HCl, 0,5M 
EDTA, NaCl, dH₂O), premešali ter suspenzijo prenesli v 1,5 ml centrifugirko. Slednjo smo 
inkubirali 90 min v vodni kopeli pri temperaturi 68 °C. Po inkubaciji smo v centrifugirko 
dodali 700 µl mešanico kloroform: izoamilalkohola (24 : 1) ter ponovno premešali. Sledilo 
je 15 minutno centrifugiranje s frekvenco 14.000 obratov/min pri temperaturi 4 °C. 
Supernatant smo previdno odpipetirali v novo 1,5 ml centrifugirko. Dodali smo 70 µl 3M 
natrijevega acetata (pH 5,2) in 700 µl mrzlega izopropanola ter za 30 min shranili v 
zamrzovalnik na -20 °C, temu je sledila 10 minutna centrifugacija pri 4 °C, na 10.000 
obr/min. Nastalo oborino smo sprali (obarjena DNK) s 500 µl 70% etanola ter ponovno 
centrifugirali 10 min, na 10.000 obr/min, pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo odpipetirali 
in oborino posušili na zraku. Posušeni oborini smo dodali 60 µl TE pufra (1M Tris-HCl, 
0,5M EDTA, NaCl, dH2O) in pustili v hladilniku pri temperaturi 4 °C do naslednjega dne. 
V tem času se je obarjena DNK raztopila in pripravljene raztopine smo shranili v 
zamrzovalniku pri temperaturi - 20 °C. 
3.2.2 Priprava delovnih raztopin DNK vzorcev 
22 vzorcev čistih linij zelja je bilo shranjenih v obliki založnih raztopin z neznano 
koncentracijo DNK. Da bi lahko pripravili delovne raztopine DNK s koncentracijo 5 ng/µl, 
je bilo potrebno izmeriti koncentracijo DNK v založnih raztopinah in vzorce ustrezno redčiti. 
Koncentracijo smo merili z DNK fluorometrom (DyNA Quant 200). Pripravili smo 
raztopino 10 x TNE (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7). Odpipetirali smo 10 
ml pripravljene raztopine in jo dali v steklenico ter jo redčili z destilirano vodo v razmerju 
1:10. Dodali smo 10 µl barvila Hoechts 33258, ki je občutljivo na svetlobo. Zato smo 
steklenico ovili z aluminijasto folijo (osnovna raztopina). Fluorometer smo umerili z 2 ml 
osnovne raztopine, kateri smo dodali 2 µl standarda ST 1000. Po umeritvi fluorometra smo 
kiveto sprali z destilirano vodo. Posameznemu vzorcu smo izmerili koncentracijo tako, da 
smo v kiveto dodali 2 ml osnovne raztopine ter 2 µl založne raztopine vzorca. Po vsaki 
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meritvi smo kiveto sprali z destilirano vodo. Postopek smo ponovili pri vseh 22 vzorcih. 
Glede na izmerjeno  koncentracijo DNK založnih raztopin vzorcev smo pripravili ustrezne 
redčitve in pripravili delovne raztopine s končno koncentracijo 5 ng/µl. 
3.2.3 Izbira in testiranje mikrosatelitnih lokusov 
Glede na raziskavo, v kateri so Nur Kholilatul in sod. (2014) sekvencirali transkriptom dveh 
starševski linij glavnatega zelja in izdelali gensko mapo, smo izbrali in testirali 24 
mikrosatelitnih markerjev. Testiranje ustreznosti za uporabo v naši raziskavi smo izvedli na 
petih čistih linijah (278, 393, 454, 267, 371) in na potomcih linij 278 in 393, 278 in 454, 267 
in 371. Kot glavni kriterij smo upoštevali prisotnost pomnoženih lokusov pri vseh vzorcih, 
uspešnost pomnoževanja alelov z reakcijo PCR in število pomnoženih alelov na lokusu. 
Odbrali smo 16 mikrosatelitnih lokusov, ki so se izkazali kot najbolj primerni za našo 
raziskavo (Preglednica 3). 
Preglednica 3: Nukleotidna zaporedja testiranih začetnih oligonukleotidov in motivi pomnoženih 
mikrosatelitnih lokusov. 
Ime lokusa Smiselni začetni oligonukleotid        
5' – 3' 
Proti smiselnizačetni oligonukleotid 
3' – 5' 
Motiv 
BoESSR825 GGACAGCGACACATTGAGTG GGGAAGAGGTTCCCAAACAT CCG 
BoESSR632 CCCTGCAATTGAAAACCAGT AAACCGTCCAAGGATCATCA TGT 
BoESSR029 ATTCGATCTCTCGCGTCACT GACATGCTTGATCAGGTTCG GGA 
BoESSR338 TGTAGCCGAAAGGGAATGAG GTGCTTGCATCCAGAAACCT AC 
BoESSR863 GAAAGCTAGAGAGTGAGCGAGA GACGAGGATGGTGACGAATC AG 
BoESSR484 ACCCATACGTCCACGTCAAT GCAATCGTCTTTCCACCAAT AGA 
BoESSR763 TCAGGCAGCTAAATTCACACA GAATGGGCAAAAGACAGCAT TTA 
BoESSR087 GTTTCCTCTTCCACCACCAA AATCTATCAAGAGGGCCAAGG TCC 
BoESSR391 GCGACCTGTTGAAGAAGGAG TTCTCCGCAAGAAATACAAGG GAT 
BoESSR736 CCACGGACGGAACAATTTAT GCTAAAAATGCACCGCTACC TG 
BoESSR845 ATTTTACCGGCGATGATGAG GCTTGCATTGTCAGCTTTGA GAG 
BoESSR920 CATGTACCGGAACTTATTGG GGAGGAGGGTCCTCTCAATC TGT 
BoESSR053 TTTGCCAAGAAGCCTGAAGT TGTACCAGCTGCAACCTCTG GAA 
BoESSR492 GCGCAGAATCCAGATCATAG GGCTGGAGTATGAGCGAGAC GA 
BoESSR073 GGACTGCCAAAAGACTGAGC ACTCGCACAGGAACCAAAAT TGG 
BoESSR515 ATCAGCCCCAAACTTTCCTT ACGTCGCTAGTCCACGTCTT CCA 
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Vsak lokus definirata dva začetna oligonukleotida in sicer se en prilega na matrično 
(smiselno) verigo v smeri 5' – 3' in drug na protismiselno verigo tarčne DNK. Torej smo 
imeli dve raztopini za vsak lokus. Liofilizirane začetne oligonukleotide smo raztopili v TE 
pufru in redčili na koncentracijo 500 µM. Iz založnih raztopin je bilo nato potrebno pripraviti 
delovne raztopine z ustrezno koncentracijo. Vzeli smo dve 1,5 ml mikrocentrifugirki. Prvo 
smo označili kot F začetni oligonukleotid in drugo kot R začetni oligonukleotid. V teh 
mikrocentrifugirkah smo redčili raztopljene začetne oligonukleotide z vodo do končne 
koncentracije 10 µM. Postopek smo ponovili pri vseh šestnajstih lokusih. Vse lokuse smo 
testirali na osmih vzorcih. Za vsako kombinacijo vzorca in lokusa smo pripravili PCR 
mešanico (Preglednica 4), namnožili fragmente s PCR postopkom (poglavje 3.2.4) in 
pomnožke ovrednotili s pomočjo gelske elektroforeze. 
3.2.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Za PCR reakcijo je bilo najprej potrebno pripraviti PCR mešanico. Sestava je opisana v 
Preglednici 4. 
Preglednica 4: Sestava PCR mešanice. 
 
 
Postopek je potekal v naslednjem sosledju. Najprej smo vzeli 1,5 ml mikrocentrifugirko in 
jo označili z oznako mikrosatelitnega lokusa. V mikrocentrifugirko smo dali 51,6 µl 
bidestilirane vode, 18 µl MgCl2, 12 µl dNTP ter 2,25 µl začetnega oligonukleotida F in 2,25 
µl začetnega oligonukleotida R, ki sta pripadala oznaki na mikrocentrifugirki oz. 
določenemu lokusu. Nato smo dodali enega od štirih univerzalnih začetnih oligonukleotidov, 
ki so bili označenih s fluorokromi FAM, VIC, NED ali PET. Na koncu smo dodali 0,93 µl 
TAQ polimeraze in tako pripravljeno mešanico shranili v ledeni kopeli. Zatem smo v novo 
PCR mikrocentrifugirko z oznako vzorca odpipetirali 3 µl pripadajočega DNK vzorca, ga 
centrifugirali ter mu dodali 12 µl pripravljene PCR mešanice. 
PCR mešanica (µl) 
Voda 5,16 
5 x  PCR pufer 3 
25 mM MgCl2 1,8 
10 mM dNTP 1,2 
10 µM Začetni oligonukleotid (F) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid (R) 0,225 
10 µM univerzalni začetni oligonukleotid (FAM, VIC, NED, PET) 0,3 
5 U/µl Taq polimeraza 0,09 
5 ng/µl DNK  3 
skupaj (µl) 15 
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Mikrocentrifugirko smo pretresli, ponovno centrifugirali in pomnožili v PCR napravi po 
predpisanem temperaturnem protokolu 1 (Preglednica 5). 
Preglednica 5: PCR temperaturni protokol 1. 
TEMPERATURA ČAS ŠTEVILO CIKLOV 
95°C 3 min 1 x 
95°C 30 s 
10 x (vsak cikel -1 °C) 65°C 30 s 
72°C 30 s 
95°C 30 s 
20 x 55°C 30 s 
72°C 30 s 
72°C 30 s 1 x 
3.2.5 Agarozna gelska elektrofereza 
Gelsko elektroforezo smo uporabili kot orodje za preliminarno vrednotenje uspešnosti 
pomnoževanja SSR markerjev in odkrivanje morebitnih napak pri laboratorijskem delu. 
Pripravili smo 1,2 % raztopino agaroze v TBE pufru. Nato smo raztopino segreli do vretja, 
jo premešali ter ponovno zavreli. Zatem smo raztopino ohladili na 55 °C in ji dodali 3 µl 
etidijevega bromida. Raztopino smo vlili v kalup in počakali 30 minut, da se je gel strdil. 
Gel smo dali v elektroforezno napravo. Odpipetirali smo 7 µl vzorca iz tubice, v kateri smo 
s PCR predhodno pomnožili DNK vzorca in ga dali v novo, prej pripravljeno tubico. Dodali 
smo 3 µl barvila in premešali. Odpipetirali smo cca 7 µl pripravljenega vzorca in ga nanesli 
na gel. Ob robovih smo nanesli 3 µl dolžinskega standarda (100 bp) na podlagi katerega smo 
ocenili velikosti fragmentov. Na koncu smo gel osvetlili z UV svetlobo, s katero je reagiral 
etidijev bromid, vezan na DNK vzorcev in gel fotografirali. Enak postopek smo ponovili pri 
vseh obravnavanih vzorcih. Z gelsko elektroforezo smo vrednotili uspešnost pomnoževanja 
vzorcev s PCR reakcijo. Ta postopek je bil univerzalen za vse vzorce pomnožene s PCR 
reakcijo. 
3.2.6 Kapilarna elektroforeza  
Kapilarno elektroforezo so izvedli na Oddelku za zootehniko na napravi 3130 XL Genetic 
Analayzer. Z gelsko elektroforezo smo opravili preliminarno analizo uspešnosti 
pomnoževanja lokusov s PCR reakcijo. Vzorce, ki so bili uspešno pomnoženi, smo pripravili 
za kapilarno elektroforezo po sledečem postopku: v mikrocentrifugirko smo združili 4 
vzorce (vsakega 4 µl) od katerih je bil vsak označen z enim od fluorescentnih barvil FAM, 
VIC, NED, PET. Mikrocentrifugirko z združenimi vzorci smo dobro premešali in 
centrifugirali. 1 µl združenega vzorca smo prenesli na ploščo MicroAmp in dodali 0,5 µl 
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standarda LIZ 600. Nato smo dodali 10,6 µl formamida. Ploščo z vzorcem smo pretresli, 
centrifugirali in zaščitili pred svetlobo ter poslali na analizo. Na enak način smo združili 
preostale vzorce. Ko so na Oddelku za zootehniko opravili analize, so nam posredovali 
rezultate, ki smo jih ovrednotili s pomočjo programske opreme GeneMapper 3.7. 
3.2.7 Optimizacija PCR 
PCR reakcijo za lokusa BoESSR825 in BoESSR484 smo poskusili optimizirati z različnimi 
koncentracijami dodanega MgCl2. PCR mešanico smo naredili po osnovnem PCR protokolu 
navedenem v Preglednici 4, z razliko v relativnih volumskih deležih MgCl2 in bidestilirane 
vode. Štirim različnim vzorcem smo dodali 12 µl PCR mešanice. Sestava mešanic je 
prikazana v Preglednici 6. Koncentracijo uporabljenega MgCl2 smo optimizirali za dva 
lokusa, BoESSR825 (v kombinaciji z univerzalnim začetnim oligonukleotidom FAM) in 
BoESSR484 (v kombinaciji z univerzalnim začetnim oligonukleotidom VIC). Za 
pomnoževanje smo uporabili temperaturni protokol 1, opisan v Preglednici 6. Uspešnost 
pomnoževanja smo ovrednotili z gelsko elektroforezo (poglavje 3.2.5). 
Preglednica 6: Priprava PCR mešanice za en vzorec. 
PCR mešanica 
Meš. 1(µl) 
 (3 µM MgCl2)  
Meš. 2 (µl)  
(2,5 µM MgCl2) 
Meš. 3 (µl) 
(2 µM MgCl2) 
Meš, 4(µl)  
(1,5 µM MgCl2) 
Voda 5,16 5,46 5,76 6,06 
25µM MgCl2 1,8 1,5 1,2 0,9 
5 x  PCR pufer 3 3 3 3 
10mM dNTP 1,2 1,2 1,2 1,2 
10µM For zač. 
oligonukleotid 
0,225 0,225 0,225 0,225 
10µM Rev zač. 
oligonukleotid 
0,225 0,225 0,225 0,225 
10µM uni. zač. 
oligonukleotid 
0,3 0,3 0,3 0,3 
5 U/µl Taq pol 0,09 0,09 0,09 0,09 
5 ng/µl DNK 3 3 3 3 
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3.2.8 Direktni PCR 
Direktni PCR je metoda, pri kateri ne potrebujemo izolacije DNK iz rastlinskega tkiva po 
predhodno opisanem postopku (poglavje 3.2.1). Uporabili smo komplet KAPA3G Plant 
PCR Kit. Prednost tega postopka je prihranjen čas in enostavnost postopka. Pri tem postopku 
DNK ekstrahiramo s pomočjo pufra, zato smo najprej pripravili ekstrakcijski pufer 
(Preglednica 7). 
Preglednica 7: Sestava ekstrakcijskega pufra. 
 
 
Z luknjačem smo odvzeli košček tkiva s premerom 5 mm, ga dali v 1,5 µl mikrocentrifugirko 
in ga prelili s 6 µl ekstrakcijskega pufra. Tkivo smo razdrobili in vse skupaj inkubirali v 
vodni kopeli na 95 °C za 5 minut. Pripravljene vzorce smo shranili na ledu. Zatem smo 
pripravili štiri PCR mešanice po recepturi iz Preglednice 8. Volumni mešanice so 
preračunani na en vzorec. 













Kemikalija Volumen (µl) 
1M TRIS - HCl (Ph 8-8,5) 5 
10 mM EDTA  1 
2% β - mercaptoetanol  2 










Voda 2,31 2,32 2,12 1,32 
2x pufer 5 5 5 5 
25 mM MgCl₂ 0,2 1 0,2 1 
Začetni oligonukleotid  
BoESSR825 (F) 
0,15 0,15 0,15 0,15 
ačetni oligonukleotid  
BoESSR825 (R) 
0,15 0,15 0,15 0,15 
Univerzalni začetni 
oligonukleotid 
0,2 0,2 0,2 0,2 
10x ojačevalec 0 0 1 1 
KAPA 3G polymerase 0,08 0,08 0,08 0,08 
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Za vsako mešanico smo pripravili 6 PCR mikrocentrifugirk. V vsako mikrocentrifugirko 
smo dali 2 µl vzorca. 4 vzorci so bili ekstrakti čistih linij, 1 vzorec je bil izolirana DNK čiste 
linije in 1 vzorec je bila voda. Slednjemu smo dodali 8 µl PCR mešanice. Postopek smo 
naredili v dveh ponovitvah. Sledila je PCR reakcija (poglavje 3.2.4). Prvo ponovitev smo 
pomnožili po temperaturnem profilu 2 (po navodilih KAPA3G Plant PCR Kit), drugo pa po 
temperaturnem protokolu 1 (Preglednica 9). 
Preglednica 9: Preizkušena temperaturna protokola 1 in 2 (po navodilih KAPA3G Plant PCR Kit). 
TEMPERATURNI PROTOKOL 1 
TEMPERATURNI PROTOKOL 2 (KIT 
KAPA 3G) 
TEMPERATURA ČAS ŠTEVILO CIKLOV  TEMPERATURA ČAS 
ŠTEVILO  
CIKLOV 
95°C 3 min 1 x   95°C 3 min 1x 
95°C 30 s 
10 x 
(vsak cikel -1 °C) 
  95°C 
  56°C 




65°C 30 s 15 s 
72°C 30 s 30 s 
95°C 30 s 
20 x 
  72°C 1min 1x 
55°C 30 s   4°C ∞ ∞ 
72°C 30 s  
72°C 30 s 1 x 
Po končanem PCR pomnoževanju vzorcev smo uspešnost postopka direktnega PCR 
preverili gelsko elektroforezo. 
3.2.9 PCR metoda hkratnega pomnoževanja 
Pri hkratnem pomnoževanjue smo izbrali smo štiri vzorce (DNK izolirana iz linij 278, 393, 
354, 454), ki smo jih preizkusili s štirimi kombinacijami štirih parov začetnih 
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Preglednica 10: PCR mešanica hkratnega pomnoževanja. 
PCR mešanica (µl) 
Voda 4,04 
5 x  PCR pufer 3 
25 mM MgCl₂ 1,8 
10 mM dNTP 4,8 
10 µM Začetni oligonukleotid 1 (F) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 1 (R) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 2 (F) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 2 (R) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 3 (F) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 3 (R) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 4 (F) 0,225 
10 µM Začetni oligonukleotid 4 (R) 0,225 
10 µM univerzalni začetni oligonukleotid 
(FAM, VIC, NED, PET) 
1,2 
5 U/µl Taq polimeraza 0,36 
5 ng/µl DNK 3 
skupaj (µl) 17 
 
V Preglednici 10 so prikazani volumni posameznih komponent PCR mešanic. Pripravili smo 
štiri različne mešanice. V vsaki so bili po štirje pari začetnih oligonukleotidov. Njihove 
kombinacije in pripadajoče barvilo so prikazani v Preglednici 11. 
Pripravljene vzorce smo s PCR reakcijo pomnožili po običajnem PCR temperaturnem 
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Preglednica 11: Kombinacije fluorescentnih barvil in začetnih oligonukleotidov uporabljenih v metodi 
hkratnega pomnoževanja. 
 Mešanica 1 Mešanica 2 Mešanica 3 Mešanica 4 
Barvilo FAM VIC NED PET 
Lokus 1 BoESSR632 BoESSR736 BoESSR825 BoESSR029 
Lokus 2 BoESSR484 BoESSR863 BoESSR53 BoESSR087 
Lokus 3 BoESSR492 BoESSR73 BoESSR763 BoESSR515 
Lokus 4 BoESSR845 BoESSR920 BoESSR338 BoESSR391 
 
3.2.10 PCR metoda hkratnega pomnoževanja in direktni PCR 
Poskusili smo z združevanjem postopka direktnega PCR (KAPA 3G) in postopka hkratnega 
pomnoževanja. S tem smo želeli dodatno zmanjšati obseg dela in prihranili čas ter stroške 
povezane s porabo reagentov. Pripravili smo 4 PCR mešanice, katerih sestava je zapisana v 
Preglednici 12. Uporabili smo enake kombinacije začetnih oligonukleotidov in barvil kot pri 
postopku hkratnega pomnoževanja (Preglednica 10). Ostale komponente PCR mešanice smo 
dodajali po recepturi KAPA 3G (Preglednica 8). Postopek smo izvedli na dveh vzorcih iste 
sorte 'Autumn queen': pri prvem vzorcu je bil uporabljen ekstrakt iz mladih listov te sorte, 
pri drugem pa izolirana DNK. 
Vzorce smo pomnožili s PCR metodo po PCR protokolu KAPA 3G (Tabela 9). 
Po končani PCR reakciji smo uspešnost pomnoževanja vzorcev ovrednotili z gelsko 
elektroforezo.  
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Voda 2,05 2,05 2,05 2,05 
2x pufer 5 5 5 5 
25mM MgCl2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Začetni oligonukleotid 1 (F) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 1 (R) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 2 (F) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 2 (R) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 3 (F) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 3 (R) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 4 (F) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Začetni oligonukleotid 1 (F) 0,15 0,15 0,15 0,15 
Univerzalni začetni 
oligonukleotid (FAM, VIC, NED, 
PET) 
0,8 0,8 0,8 0,8 
KAPA 3G polimeraza 0,08 0,08 0,08 0,08 
Vzorec 3 3 3 3 
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Rezultate smo vrednotili na podlagi elektroforeznih gelov in elektroferogramov kapilarne 
elektroforeze. Preden smo se lotili določevanja stopnje sorodnosti obravnavanih čistih linij 
je bilo potrebno analizirati rezultate dveh preliminarnih postopkov (poglavje 4.1. in 4.2.). 
4.1 TEST ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV 
4.1.1 Agarozna gelska elektroforeza 
Testirali smo 24 začetnih oligonukleotidov na osmih vzorcih. Na podlagi rezultatov gelske 
elektroforeze smo se jih odločili obdržati 16. 
 
Slika 7: Primer rezultatov gelske elektroforeze s SSR markerji BoESSR053, BoESSR063, BoESSR073, 
BoESSR079, BoESSR086, BoESSR145, BoESSR212 in BoESSR338. 
Na Sliki 7 vidimo 8 vzorcev, ki smo jih pomnožili z osmimi začetnimi nukleotidi. S pomočjo 
standarda, ki ga vidimo ob skrajnih legah vrstic, smo ocenili velikosti fragmentov. 
Pri SSR markerjih: BoESSR053, BoESSR073, BoESSR079, BoESSR145, BoESSR338 
vidimo pomnožene fragmente DNK, ki predstavljajo mikrosatelite. Zaradi tega smo jih lahko 
opredelili kot potencialne kandidate za nadaljnje delo. Pri markerju BoESSR053 smo imeli 
neustrezen rezultat, pri prvem vzorcu, pri katerem se DNK ni pomnožila. Glede na to, da 
smo pri ostalih sedmih vzorcih videli namnožene fragmente, smo sklepali, da je šlo za 
človeški faktor in ne za neustrezen marker. Obstaja tudi možnost, da ta linija ni imela lokusa, 
ki ga je navedeni marker pomnoževal. Markerje BoESSR063, BoESSR086, BoESSR212, 
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smo izločili iz nadaljnjega dela. Prvi je pomnožil dva fragmenta različnih dolžin. Marker 
BoESSR086 je pomnožil le fragment pri vsakem drugem vzorcu, zato smo ga izločili. 
Marker BoESSR212 smo izločili, ker ni pomnožil želenega fragmenta. Na ta način smo 
analizirali 24 lokusov in jih 16 odbrali za nadaljnje delo (BoESSR825, BoESSR632, 
BoESSR029, BoESSR338, BoESSR863, BoESSR484, BoESSR763, BoESSR087, 
BoESSR391, BoESSR736, BoESSR845, BoESSR920, BoESSR053, BoESSR492, 
BoESSR073, BoESSR515). 
4.1.2 Kapilarna elektroforeza 
Analiza rezultatov kapilarne elektroforeze je potekala s programom GeneMapper 3.7 
(Applied Biosystems). V programu je bilo potrebno najprej določiti merilo, kar smo naredili 
z izborom internega dolžinskega standarda LIZ 600, ki vsebuje DNK fragmente v 
velikostnem območju med 20 bp in 600 bp (Slika 8). Program je zaznal standard avtomatsko 
in prilagodil skalo. Kljub temu je bilo potrebno preveriti vse dolžine fragmentov ter jih, v 
primeru neskladja, vizualno oceniti in ročno popraviti. 
 
Slika 8: Interni dolžinski standard LIZ 600, številke na vrhovih predstavljajo dolžine fragmentov. 
Na Sliki 9 je predstavljen vzorčni primer elektroferograma kapilarne elektroforeze, na 
podlagi katerega smo razbrali prisotne alele na opazovanih mikrosatelitnih lokusih. Vsak 
graf predstavlja en združen vzorec, ki je bil analiziran s kapilarno elektroforezo. Štiri barve 
vrhov predstavljajo štiri fluorescentna barvila, ki so bila dodana mikrosatelitnim markerjem. 
Prisotne alele so predstavljali vrhovi v območju med 150 in 400 baznih parov. 
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Slika 9: Rezultati kapilarne elektroforeze pri štirih združenih vzorcev. 
4.2 OPTIMIZACIJA PCR 
Reakcijo PCR za lokusa BoESSR825 in BoESSR484 smo poskusili optimizirati z 
zmanjševanjem koncentracije MgCl2 v PCR mešanici. Uspešnost pomnoževanja smo 
ovrednotili s pomočjo gelske elektroforeze (Slika 10) in kapilarne elektroforeze. 
 
Slika 10: Rezultati gelske elektroforeze pomnoževanja štirih vzorcev na lokusih BoESSR825 in BoESSR484 
s štirimi različnimi koncentracijami MgCl2. 
Na Sliki 10 vidimo trend zmanjševanja števila namnoženih fragmentov vzporedno z 
nižanjem vsebnosti MgCl2 v PCR mešanicah. Razlika med originalno PCR mešanico s 3 µM 
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koncentracijo MgCl2 in naslednjo mešanico, z manjšo koncentracijo MgCl2 (2,5 µM), ni bila 
očitna. Ob nadaljnjem nižanju koncentracije MgCl2 je število namnoženih fragmentov 
padalo, kar opazimo pri PCR mešanicah z 2 µM in 1,5 µM dodanega MgCl2. Popolnoma 
enako se je dogajalo pri drugi ponovitvi. Hkrati smo opazili, da se prvi vzorci pri 
koncentraciji dodanega MgCl2 3 µM, 2,5 µM in 2 µM niso pomnožili. To smo pripisali 
človeški napaki v postopku. PCR pomnožke smo analizirali tudi s kapilarno elekroforezo ter 
ugotovili, da je bila za lokusa BoESSR825 in BoESSR484 optimalna nižja, 2 µM, 
koncentracija MgCl2 v reakciji. 
4.3 ANALIZA RAZNOLIKOSTI ČISTIH LINIJ ZELJA S SSR MARKERJI  
Rezultati kapilarne elektroforeze so podani v Preglednic 13. Pri testiranju 22 čistih linij zelja 
s 16 SSR markerji smo določili polimorfne alele. Na 16 lokusih se je namnožilo 40 alelov, 
kar je znašalo v povprečju 2,5 alela na lokus. Od tega je bilo 37 dolžin alelov specifičnih za 
posamezen lokus, tri dolžine alelov (134, 150, 246) pa so se pojavile na več lokusih. Pri 
devetih markerjih sta se pri preučevanih rastlinah pojavila dva alela, na šestih lokusih so se 
pojavili trije aleli ter pri lokusu BoESSR845 4 aleli. To ga definira kot  najbolj polimorfen 
lokus uporabljen v raziskavi. Dolžina najkrajšega alela je znašala 134 baznih parov (bp) in 
je bila pomnožena na lokusih BoESSR632 in BoESSR484. Najdaljši alel je bil pomnožen 
na lokusu BoESSR391, dolg je bil 374 bp. 
Preglednica 13: Rezultati PCR pomnoževanja 22 linij s 16 mikrosatelitnimi markerji. 
Ime lokusa Število alelov na lokus  Dolžine vseh pomnoženih alelov 
BoESSR825 2 237, 241 
BoESSR632 2 134, 150 
BoESSR029 2 160, 170 
BoESSR338 2 276, 287 
BoESSR863 2 246, 252 
BoESSR484 3 134, 146, 154 
BoESSR763 3 163, 204, 225 
BoESSR087 3 150, 156, 162 
BoESSR391 3 325, 348, 374 
BoESSR736 2 187, 191 
BoESSR845 4 222, 226, 231, 240 
BoESSR920 2 302, 305 
BoESSR053 2 251, 271 
BoESSR492 3 196, 206, 210 
BoESSR073 3 246, 250, 256 
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Motiv lokusa je bil trinukleotiden CCG. Pri preučevanih rastlinah sta bila najdena dva alela 
dolžin 241 bp in 237 bp. Lokus je bil pomnožen pri vseh linijah bodisi z alelom 241 bodisi 
z alelom 237. 
Lokus BoESSR632 
Lokus je imel trinukleotidno zaporedje TGT. Pri preučevanih rastlinah sta bila prisotna dva 
alela dolžin 134 bp in 150 bp.Pri vseh linijah se je pojavil prvi ali drugi alel. 
Lokus BoESSR029 
Lokus je imel trinukleotidno zaporedje je GGA. Pri preučevanih rastlinah sta bila 
pomnožena dva alela dolžin 160 bp in 170 bp. 
Lokus BoESSR338 
Ta lokus je bil dinukleotiden. Motiv se je pojavlja kot AC. Pri preučevanih rastlinah sta bila 
prisotna dva alela. Prvi je bil dolžine 287 bp in se je pojavil pri šestih linijah. Drugi je bil 
dolg 276 bp in je bil prisoten pri preostalih linijah. 
Lokus BoESSR863 
Dinukleotiden motiv lokusa je bil AG. Tega lokusa nismo zaznali pri šestih linijah. Te linije 
so bile 137, 267, 317, 456, 458 in 460. Linija 461 je imela prisotna alela dolžine 246 bp in 
252 bp. Pri ostalih linijah sta se je pojavljala alela dolžine 246 ali 252 bp. 
Lokus BoESSR484 
Motiv je bil trinukleotiden, AGA. Na tem lokusu smo prvič določili 3 alele. Aleli so bili 
dolgi 134 bp, 146 bp in 154 bp. Tega lokusa nismo pomnožili pri linijah 137, 267, 278, 317 
in 441. 
Lokus BoESSR763 
Tudi tu je bil motiv trinukleotiden, TTA. Določili smo 3 alele dolžin 163 bp, 204 bp in 225 
bp. Pri vseh linijah se je pojavila ena od alelnih oblik. 
Lokus BoESSR087 
Motiv tega lokusa je bil trinukleotiden s ponavljajočo sekvenco TCC. Tukaj smo določili tri 
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Lokus BoESSR391 imel trinukleotidni motiv GAT. Prisotni so bili trije aleli dolžin 325 bp, 
348 bp in 374 bp. Pri vseh čistih linijah se je pojavila ena od alelnih oblik. 
Lokus BoESSR736 
Ta lokus je imel dinukleotiden motiv TG. Določena sta bila le dva alela dolga 187 bp in 191 
bp. Pri večini linij se je pomnožil alel z dolžino 187 bp, z izjemo pri linijah 180 in 393, kjer 
se je pomnožil alel z dolžino 191 bp. 
Lokus BoESSR845 
Motiv tega lokusa je bil trinukleotidenm, GAG. Ta lokus se je izkazal za najbolj 
polimorfnega med lokusi uporabljenimi v naši raziskavi, saj smo mu določili 4 alele. Aleli 
so bili dolgi 222 bp, 226 bp, 231 bp in 240 bp. Pri vseh linijah je bila prisotna ena od alelnih 
oblik. 
Lokus BoESSR920 
Trinukleotidni motiv tega lokusa je bil TGT. Najdena sta bila dva alela dolžin 302 bp in 305 
bp. Pri vseh linijah je bila prisotna ena od alelnih oblik. 
Lokus BoESSR053 
Trinukleotiden motiv je bil GAA. Določili smo alela dolžin 251 bp in 271 bp. Alel 251 je 
bil prisoten pri vseh opazovanih linijah. 
Lokus BoESSR492 
Ponavljajoča dinukleotiDNK sekvenca tega lokusa je bila GA. Trije aleli dolžin 196 bp, 206 
bp in 210 bp so bili pomnoženi na tem lokusu.  
Lokus BoESSR073 
Motiv tega lokusa je bil trinukleotiden (TGG). Dolžine treh alelov so bile 246 bp, 250 bp in 
256 bp. Večinoma sta se pri linijah pojavljala alela z dolžinama 256 bp in 246 bp, le pri liniji 
278 se je pojavil alel dolg 250 bp. 
Lokus BoESSR515 
Motiv lokusa je bil trinukleotiden, CCA. Med preučevanimi rastlinami sta bili pomnoženi 
dve alelni obliki dolgi 285 bp in 279 bp. Pri skoraj vseh linijah se je pojavila alelna oblika 
285 bp, le pri liniji 441 je bila prisotna alelna oblika dolžine 279 bp. 
 
 
Snoj D. Genotipizacija izbranih linij zelja … z mikrostelitnimi markerji.  32 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
Rezultate kapilarne elektroforeze smo razčlenili in jih podali v obliki matrike. Matrika 
ponazarja stopnjo genetske različnosti med čistimi linijami zelja, uporabljenimi v naši 
raziskavi. Koeficienti so predstavljali genetsko različnost med opazovanimi linijami in so se 
pojavljali v razponu med 4 (najmanjši) in 49 (največji). Večji kot je bil koeficient, večja je 
bila različnost med primerjanima linijama. Na podlagi matrike smo določili potencial 
kombinacij posameznih starševskih linij, ki so bile najbolj primerne za križanje in 
pridobivanje hibridov (Preglednica 14). 
Upoštevajoč teorijo o učinku pozitivne heteroze, smo izločili kombinacije linij z 
najmanjšimi koeficienti. Kombinacije teh linij niso bile primerne za križanje, ker nam nudijo 
le majhne možnosti, da pridobimo visoko produktivne hibride. Nasprotno, so kombinacije 
linij z velikim koeficientom genetske oddaljenosti predstavljale primerne starševske linije z 
največjim potencialom za pridobivanje hibridov z izraženim učinkom pozitivne heteroze. 
Iz matrike smo razbrali (Preglednica 14), da je bil najmanjši koeficient genetske oddaljenosti 
(4) med naslednjimi linijami (Preglednica 14 - označeno rumeno): 
 56 x 69 
 180 x 454 
 69 x 459 
 209 x 462 
Največji koeficient genetske različnosti med našimi linijami je znašal 49. Kombinacije linij 
s koeficientom, ki je znašal 49 so naslednje (Preglednica 14 - označeno rdeče): 
 278 x 462 
 317 x 461 
 441 x 459 
Tudi ostale kombinacije linij z visokim koeficientom (48, 45, 46, 44) so imele dober 
potencial za nadaljnje križanje. 
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Preglednica 14: Matrika koeficientov genetske oddaljenosti med linijami. 
56 69 137 142 162 180 209 267 278 279 317 371 393 441 454 455 456 458 459 460 461 462 
 
0 
                     
56 
4 0 
                    
69 
32 32 0 
                   
137 
44 40 32 0 
                  
142 
32 28 36 12 0 
                 
162 
20 24 28 32 20 0 
                
180 
16 12 28 28 16 12 0 
               
209 
32 32 8 32 36 28 20 0 
              
267 
37 41 33 29 33 41 45 37 0 
             
278 
12 16 24 40 36 24 28 32 29 0 
            
279 
48 48 24 16 28 44 36 16 25 48 0 
           
317 
32 36 28 28 32 24 28 32 31 20 36 0 
          
371 
17 21 31 37 25 5 9 23 44 27 39 27 0 
         
393 
41 45 17 33 37 37 41 25 30 33 29 33 40 0 
        
441 
16 20 24 28 16 4 8 24 37 20 40 20 9 33 0 
       
454 
36 32 24 32 24 24 20 24 41 32 36 32 27 33 20 0 
      
455 
28 28 20 20 16 24 24 28 41 32 28 32 29 29 20 32 0 
     
456 
24 24 24 24 20 12 12 24 37 28 32 20 17 41 8 24 20 0 
    
458 
8 4 36 36 32 28 16 36 37 20 44 32 25 49 24 36 32 20 0 
   
459 
21 21 19 29 25 17 17 27 36 23 35 19 21 36 13 27 17 5 17 0 
  
460 
7 7 29 35 27 19 19 37 32 11 49 27 24 38 15 31 25 17 7 14 0 
 
461 
20 16 28 28 20 16 4 20 49 32 36 32 13 41 12 16 24 16 20 21 23 0 462 
 
Na Preglednici 14 je matrika kombinacijskih koeficientov med čistimo linijami. Rdeče 
označeni koeficienti predstavljajo kombinacije čistih linij z največjim potencialom za 
pridobivanje hibridov, rumeno označeni koeficienti pa predstavljajo kombinacije z 
najmanjšim potencialom. 
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Grafični prikaz sorodstvenih povezav med opazovanimi čistimi linijami je predstavljen v 
obliki dendrograma na Sliki 11. 
 
Slika 11: UPGMA dendrogram genetske oddaljenosti med preučevanimi linijami. 
Na zgornjem dendrogramu (Slika 11) so prikazane sorodstvene povezave preučevanih čistih 
linij. Kot so nam že nakazovali koeficienti iz matrike (Preglednica 14), nam tudi dendrogram 
potrjuje, da so bile linije z manjšimi koeficienti v ožjem sorodstvu. Za primer smo vzeli 
kombinaciji linij 180 in 454 ter 209 in 462. Na dendrogramu vidimo, da sta bili liniji v ožjem 
sorodstvu, pripadajoči koeficient, ki smo ga prebrali iz matrike (Preglednica 14) pa je bil 4. 
Vidimo tudi, da so linije razdeljene na dve glavni skupini. To so nam potrdili tudi koeficienti 
iz matrike. Največji koeficienti iz matrike so pripadali kombinacijam linij, ki so bile iz prve 
in druge skupine (Slika 11). 
Glede na matriko kombinacijskih koeficientov (Preglednica 14) in dendrogram (Slika 11) so 
bile za križanje najprimernejše kombinacije naslednjih čistih, starševskih linij s 
pripadajočimi koeficienti: 
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 317 x 461 (k = 49) 
 317 x 56 (k = 48) 
 317 x 69 (k = 48) 
 317 x 279 (k = 48) 
 317 x 180 (k = 44) 
 317 x 459 (k = 44) 
 
 278 x 462 (k = 49) 
 278 x 209 (k = 45) 
 278 x 393 (k = 44) 
 278 x 69 (k = 41) 
 278 x 180 (k = 41) 
 278 x 455 (k = 41) 
 278 x 456 (k = 41) 
 
 441 x 459 (k = 49) 
 441 x 69 (k = 45) 
 441 x 56 (k = 41) 
 441 x 209 (k = 41) 
 441 x 458 (k = 41) 
 441 x 462 (k = 41) 
4.4 DIREKTNI PCR 
 
Slika 12: Rezultati direktnega PCR postopka 
Na Sliki 12 so rezultati gelske elektroforeze direktnega PCR. Vsak vzorec je bil pripravljen 
s 4 različnimi PCR mešanicami, katerih sestava je bila opisana v Preglednici 8 (poglavje 
3.2.8). Na sliki 12 so bile PCR mešanice označene z rdečimi številkami od 1 do 4. Prvi štirje 
pomnožki (označeni z I) so bili pomnoženi iz ekstrakta listov linije 142 po temperaturnem 
protokolu 2 (skladno z navodili v KAPA3G Plant PCR Kit); naslednji štirje (označeni z II) 
z izolirano DNK linije 142 in temperaturnim protokolom 2; naslednji štirje (označeni z III) 
ponovno iz ekstrakta listov linije 142 s temperaturnim protokolom 2. Nato so bili 4 vzorci 
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(označeni z IV) pomnoženi iz ekstrakta listov linije 142 s temperaturnim protokolom 1; nato 
4 z izolirano DNK linije 142 in temperaturnim protokolom 1 (označeni z V) in zadnji 4 
vzorci (označeni z VI) ponovno pomnoženi iz ekstrakta listov linije 142 s temperaturnim 
protokolom 1 (Preglednica 9). 
Rezultati so pokazali, da so vse štiri uporabljene PCR mešanice uspešno pomnožile DNK, 
tako direktno iz ekstrakta kot tudi iz izolirane DNK. To je veljalo ob uporabi temperaturnega 
protokola 2, ki je bil predpisan v navodilih KAPA3G Plant PCR Kit. Temperaturni protokol 
1, ki smo ga uporabljali v predhodnih PCR pomnoževanjih, je bil uspešen samo pri 
pomnoževanju izolirane DNK. 
4.5 PCR METODA HKRATNEGA POMOŽEVANJA PCR 
Rezultati hkratnega pomnoževanja so bili preliminarni. Pri vseh štirih vzorcih so se 
namnožili fragmenti iz uporabljenih PCR mešanic. Pri prvi in četrti mešanici so se fragmenti 
razločno ločili po velikosti, pri drugi in tretji pa nekoliko manj. Jasno vidne pomnožke bi 
dobili, če bi izbrali markerje, ki so si velikostno bolj oddaljeni. Kljub temu so bili rezultati 
jasni, zato smo takoj nadaljevali s kombiniranjem direktnega PCR in z metodo hkratnega 
pomnoževanja z istimi markerji. 
4.6 HKRATNO POMNOŽEVANJE IN DIREKTNI PCR 
Rezultati kombiniranja postopka direktnega PCR in hkratnega pomnoževanja so bili 
zadovoljivi. Oba postopka sta v osnovi delovala, vendar bi bila v prihodnje potrebna 
optimizacija. 
 
Slika 13: Rezultati gelske elektroforeze po hkratni uporabi direktnega in hkratnega pomnoževanja. 
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Na Sliki 13 so rezultati gelske elektroforeze hkratnega pomnoževanja in direktnega PCR. 
Vidimo, da ni bilo razlik znotraj posamezne mešanice med vzorcem 1 (ekstrakt) in vzorcem 
2 (izolirana DNK). Razlike so bil prisotne le med štirimi PCR mešanicami FAM, VIC, NED, 
PET (označeno rumeno). Vsaka PCR mešanica je vsebovala drugačno kombinacijo SSR 
markerjev. 
Pri mešanici FAM so se markerji BoESSR632, BoESSR484, BoESSR492 in BoESSR845 
ločili po velikosti pri prvem in drugem vzorcu. Imeli smo tri jasno ločene in en slabše viden 
pomnožek, ki smo ga pripisali nevgrajenim začetnim oligonukleotidom. VIC mešanica je 
vsebovala markerja BoESSR863  in BoESSR73, ki se nista popolnoma ločila, ker sta 
pomnožila fragmente, ki so si velikostno preveč podobni (vsi aleli dolžine okoli 250 bp). 
Med tem sta se marker BoESSR736 (najkrajši pomnožek) in marker BoESSR920 (najdaljši 
pomnožek) jasno ločila. Enaka težava je nastala pri mešanici NED, s to razliko, da sta si v 
tem primeru preveč podobna marker BoESSR338 in BoESSR53. Preostala markerja sta se 
ločila, vendar nekoliko nejasno. Pri zadnji mešanici (PET) sta se pomnožila le dva od štirih 
lokusov, glede na rezultate agarozne gelske elektroforeze verjetno BoESSR515 ter 
BoESSR029 in/ali BoESSR087 (Slika 13). 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
Belo zelje je močno zasidrana zelenjadnica v evropskem prostoru (Rudolf Pilih in sod., 
2012). Enako velja za Slovenijo, kjer predstavlja eno vodilnih zelenjadnic po pridelavi 
(Plešivčnik, 2018). Sodobna pridelava zelja temelji na hibridnih sortah, ki dajejo velike 
hektarske donose in uniformne pridelke (Babula in sod., 2007). Ob tem je prisotna potreba 
po hibridnih sortah z lastnostmi, ki jih zahteva lokalni trg (Rudolf Pilih sod., 2012). Zato v 
Sloveniji na Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano podpirajo žlahtnjenje 
hibridnih sort zelja na Biotehniški fakulteti v Ljubljani. Z namenom pospešiti in hkrati 
poceniti postopek pridobivanja novih sort, smo se odločili preizkusiti alternativne 
biotehnološke metode in genotipizirati ter selekcionirati izbrane obstoječe čiste linije belega 
zelja. 
Pot do ugotavljanja stopnje sorodnosti obravnavanih čistih linij se je začela z izborom 
ustreznih mikrosatelitnih markerjev. Markerje smo odbrali na podlagi članka, v katerem so 
Nur Kholilatul in sod. (2004) sekvencirali genom zelja. Izbrali smo 24 mikrosatelitnih 
markerjev in testirali njihovo delovanje na 8 vzorcih. Od tega smo odbrali 16 najprimernejših 
za ugotavljanje genetskih razlik pri čistih linijah zelja. Cilj je bil izbrati markerje, ki se bodo 
namnožili pri vseh vzorcih, imeli približno enako uspešnost pomnoževanja, posledično 
enako jasnost signala ter bodo po možnosti polimorfni. Vzorčni primer uspešnega markerja 
je marker BoESSR338. Ta marker se je namnožil pri vseh vzorcih in pomnožki so 
prepotovali približno enako razdaljo po agaroznem, elektroforetskem gelu. Prav tako so bili 
pomnožki enakomerni in so zato imeli enako jasnost in moč signala. Rezultati gelske 
elektroforeze so pokazali, da nekateri markerji niso bili primerni za naš namen. Primer 
markerja, ki smo ga izločili, je marker z oznako BoESSR212. Pri njem so se pomnožili 
prekratki fragmenti glede na opis v literaturi (Nur Kholilatul in sod., 2004) kar je bil razlog 
za izločitev. Marker BoESSR086 smo izločili, ker se je namnožil le pri vsakem drugem 
vzorcu. Markerji, ki smo jih odbrali, so imeli dinukleotidni ali trinukleotidni motiv. Glede 
na navedbe v članku Hearne in sod. (1992) je določevanje velikosti alelov s trinukleotidnimi 
markerji natančnejše zaradi manjše možnosti zdrsa ene od verig med pomnoževanjem. 
Tekom preliminarnega testiranja markerjev smo poskusili optimizirati reakcijo PCR za 
markerja BoESSR825 in BoESSR484. Poskusili smo z zmanjševanjem koncentracije MgCl2 
v PCR mešanici. Rezultati gelske elektroforeze so pokazali, da zmanjševanje koncentracije 
MgCl2 negativno vpliva na intenziteto pomnoževanja fragmentov, vendar nekoliko nižja 
koncentracija (2 mM namesto običajne 3 mM) še vedno zagotavlja uspešno pomnoževanje 
ob hkratnem zagotavljanju bolj jasnih rezultatov s kapilarno elektroforezo. 
Če pogledamo rezultate ugotavljanja sorodnosti dvaindvajsetih čistih linij s šestnajstimi 
genskimi markerji, lahko rečemo, da smo bili uspešni. V preglednici z rezultati (Preglednica 
13) vidimo, da uporabljeni markerji pomnožujejo različno dolge alele. Obravnavani lokusi 
niso kazali visoke stopnje polimorfnosti v preučevani populaciji 22 čistih linij zelja. Vzrok 
je verjetno v relativno majhnem genetskem bazenu, iz katerega so bile pridobljene, 
analizirane čiste linije. Večina lokusov (9) je imela prisotna le dva alela, na šestih lokusih so 
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bili trije in le na lokusu z oznako BoESSR845 so bili prisotni štirje aleli. Posledično ga lahko 
opredelimo kot najbolj polimorfen lokus uporabljen v naši raziskavi. Pri genotipizaciji je 
polimorfizem SSR markerjev želena lastnost in predstavlja spremembe pri ponovitvah 
motiva opazovanega lokusa (Štajner, 2010). 
Pri obravnavanih linijah smo s šestnajstimi lokusi določili 40 alelov, od tega 37 različno 
dolgih. Stopnja polimorfizma je bila nizka. Povprečje alelov na lokus je 2,5 alela. Najkrajši 
alel dolžine 134 bp se je pomnožil na lokusih BoESSR632 in BoESSR484. Najdaljši, dolg 
374 bp pa na lokusu z oznako BoESSR391. 
Pri pomnoževanju linije 461 z lokusoma BoESSR825 in BoESSR863 je prišlo do pojava, ko 
ima homozigotna, čista linija prisotni dve alelni obliki na istem lokusu. Lokus BoESSR825 
ima alela dolga 237 bp in 241bp, lokus pa BoESSR863 alela dolga 246 ali 252 bp. Ker 
predpostavljamo, da so vse obravnavane linije homozigoti do te situacije ne bi smelo priti. 
Posledično sklepamo, da linija 461 verjetno ni homozigot. 
S pomočjo matrike koeficientov, smo določili, katere kombinacije čistih linij imajo najslabše 
in katere najboljše možnosti za produkcijo hibridov z izraženim heteroznim vigorjem. 
Selekcija je temeljila na teoriji o pozitivni heterozi. Kombinacije linij, ki imajo najnižje 
koeficiente genetske raznolikosti, niso primerne kot starševske linije. Tu ne gre za bolj ali 
manj primerno starševsko linijo, temveč gre za kombinacijo dveh starševskih linij. Za primer 
poglejmo linijo 459. Kombinacija linije 459 z linijama 441 in 317 ima, glede na koeficiente, 
najboljši potencial. Obenem linija 459 verjetno ne bo uspešna pri križanju z linijo 69 ali z 
linijo 56. Enaka zgodba se ponovi pri liniji 462. 
Res je pa, da so nekatere linije v splošnem bolj primerne za križanje kot druge, ker so si 
genetsko bolj različne od vseh ostalih linij (linija 317, 441, 278). To je bolj jasno prikazano 
na dendrogramu (Slika 11). 
Če prikažemo podatke iz matrike (Preglednica 14) v obliki dendrograma oz. sheme 
sorodnosti (Slika 11), lahko trdimo, da so kombinacije linij z najnižjim oz. nizkim 
koeficientom medsebojno v ožjem sorodstvu. Kombinacije linij z visokim koeficientom 
kažejo, da so si te linije med seboj genetsko najbolj oddaljene. 
Pri podrobnem pregledu dendrograma lahko linije razdelimo na dve skupini, ki sta si, 
sorodstveno gledano, najbolj oddaljeni (Slika 11). V prvo skupino spadajo linije 278, 441, 
317, 137, 267 in v drugo ostale. Najvišje koeficiente smo dobili v interakciji med linijam iz 
prve in linijami iz druge skupine. Kombinacije linij 278 x 462, 441 x 459, 317 x 461 imajo 
najvišji koeficient torej so si najmanj sorodne. 
Največ kombinacij z visokimi koeficienti smo dobili pri kombiniranju linije 317 
(Preglednica 14). Od 21 možnih kombinacij, so štiri kombinacije s koeficienti višjimi od 48 
in 6 kombinacij s koeficienti višjimi od 40. Posledično jo lahko prepoznamo kot starševsko 
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linijo z največjim potencialom za močno izražen učinek pozitivne heteroze pri hibridnih 
potomcih. Ali se bo to odrazilo tudi v praksi, še ne moremo potrditi. Sledi ji linija 278 in za 
njo linija 441. Liniji 278 in 441 imata 7 kombinacij, pri katerih je koeficient višji od 40, kar 
ju razvrsti na drugo in tretje mesto po potencialu, za učinek pozitivne heteroze. Linije 317, 
278, 441 spadajo v prvo skupino (Slika 11). Te linije so dosegle najvišje koeficiente v 
kombiniranju z linijami, ki spadajo v drugo skupino. Zato lahko predvidevamo, da bo 
kombiniranje linij iz prve skupine, z linijami iz druge skupine, produciralo potomce z 
najmočnejše izraženim učinkom pozitivne heteroze. Določene študije na koruzi (Moll in 
sod., 1965) in zemeljskem oreščku (Arunachalam in sod., 1984) nakazujejo, da genetska 
različnost starševskih linij pozitivno vpliva na izražen učinek pozitivne heteroze, vendar 
morata liniji vseeno ohranjati določeno mero podobnosti. Če sta starševski liniji preveč 
različni, se začne učinek heteroze manjšati. 
Preizkušanje dodatnih tehnik pri genotipizaciji čistih linij, s pomočjo SSR markerjev, se je 
izkazalo kot uporabno. Direktna PCR reakcija iz ekstraktov vzorčnih rastlin čistih linij, s 
pomočjo KAPA3G Plant PCR Kit, je primerna metoda, ki nam prihrani veliko dela, časa in 
reagentov. Z uporabo te metode se izognemo postopku izolacije DNK iz rastlinskega tkiva, 
merjenju koncentracije izolirane DNK in redčenju na želeno koncentracijo. Uspele so vse 
PCR reakcije, pri katerih smo uporabili temperaturni protokol 2 (Preglednica 9) po navodilih 
proizvajalca. V nadaljnjih poskusih bi bilo smiselno preveriti, ali bi morda tudi temperaturni 
protokol 1 z večjim številom ciklov (40 namesto 30) uspešno pomnožil fragmente DNK. 
Glede na uspešnost metode lahko zaključimo, da metoda v principu deluje in z uporabo 
zmanjša obseg dela. Potrebno jo je preizkusiti na več vzorcih, šele nato jo lahko označimo 
kot primerno za genotipizacijo zelja. 
Hkratno pomnoževanje smo preskusili na majhnem številu vzorcev. Zanimalo nas je, če 
metoda hkratnega pomnoževanja deluje z uporabo obstoječih markerjev. S tem postopkom 
smo zmanjšali število vzorcev, ki smo jih poslali na kapilarno elektroforezo za faktor 4 in 
tako skrčili stroške. Po prvem uspešnem postopku smo se takoj odločili za nadgradnjo s 
postopkom direktnega PCR. 
Kombiniranje metode hkratnega pomnoževanja s postopkom direktnega PCR se je izkazalo 
kot primerno za genotipizacijo. Preden bomo lahko metodo označili kot zanesljivo, bo 
potrebna optimizacija. V prvi vrsti je potrebno ugotoviti, kateri markerji najbolje delujejo v 
isti PCR mešanici. Tu gre predvsem za izbiro ustreznih markerjev glede na velikostne 
razrede pomnoženih fragmentov. Ustrezna velikost nam omogoča jasno detekcijo pri 
postopku gelske elektroforeze. Prav tako je potrebno prilagoditi sestavo elektroforeznega 
gela za posamezno mešanico. V rezultatih (Slika 13) opazimo, da fragmenti pri mešanicah 
VIC in NED niso prišli do točke jasne ločitve, ker smo elektroforezo predčasno prekinili. 
Dolžino elektroforeze je v prihodnosti potrebno prilagoditi posameznim mešanicam. 
Vsekakor pa je potrebno preizkusiti kombinacijo obeh metod na večjem številu vzorcev, 
preden lahko rečemo, da je metoda zanesljiva. 
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Cilji naloge so bili doseženi. Uspešno smo pridobili podatke o čistih linijah, ki so 
najprimernejše za križanje. Potrdili smo ustreznost metode ugotavljanja sorodnosti čistih 
linij pri zelju z genotipizacijo in določili SSR markerje, ki so najbolj primerni za ta postopek. 
Prav tako smo potrdili uporabnost novih metod direktnega PCR in PCR metode hkratnega 
pomnoževanja pri genotipizaciji čistih linij zelja. Pri direktni PCR metodi in metodi 
hkratnega pomnoževanja ter njuni kombinaciji lahko zaključimo, da predstavljajo 
potencialno tehniko uporabno pri nižanju stroškov. Predvidevamo, da je vlaganje v 
optimizacijo te metode rentabilno in predstavlja možnost prihranka časa in denarja. 
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Belo zelje (Brassica oleracea) je kulturna rastlina iz družine križnic. Je dvoletna zelnata 
rastlina, ki v prvem letu tvori glavo, v drugem letu pa preide v generativno fazo. Je avtohtona 
v evropskem prostoru in je ena izmed najpomembnejših zelenjadnic v Sloveniji. 
Pojavljajo se zahteve in želje trga po domačih hibridnih sortah. Upam, da smo s to raziskavo 
pripomogli k modernemu žlahtnjenju zelja. Z genotipizacijo smo selekcionirali kombinacije 
linij, ki so najprimernejše za pridobivanje hibridov. S tem smo skrajšali čas in stroške do 
pridobitve nove hibridne sorte. 
Pri genotipizaciji čistih linij zelja smo uporabili mikrosatelitne markerje. Mikrosatelitni 
markerji ali SSR so ponovljive sekvence DNK, dolge od 2 do 10 baznih parov. Nahajajo se 
na določenih genomskih regijah, pretežno na nekodirajoči DNK. Te regije so vrstno 
specifične. SSR so sestavljeni iz ponavljajočih se sekvenc oz. motivov. Mi smo uporabili 
markerje z dinukleotidnimi in trinukleotidnimi motivi. 
Genetski material smo izolirali iz dvaindavajsetih čistih linij, ki jih gojijo na Biotehniški 
fakulteti v Ljubljani. Uporabljene mikrosatelitne markerje smo izbrali na podlagi raziskave 
Nur Kholilatul in sod. (2014). Markerje smo predhodno testirali, da smo se prepričali o 
njihovi ustreznosti. Pomnoževanje DNK je potekalo z metodo PCR. Produkte PCR smo 
poslali na Oddelek za zootehniko Biotehniške fakultete, kjer so jih analizirali s kapilarno 
elektroforezo. Rezultate kapilarne elektroforeze smo ovrednotili s programom 
GenneMapper. 
Izračunali smo koeficiente genetske raznolikosti, na podlagi katerih smo določili 
kombinacije čistih linij z največjim potencialom za pridobitev uspešnega hibrida in izdelali 
sorodstveno shemo. Koeficienti so nam potrdili, da so kombinacije linij z največjim 
potencialom, medsebojno, genetsko najbolj oddaljene. Torej je bistvo v kombiniranju 
starševskih linij in ne v linijah samih. Nekatere linije so bile bolj primerne za križanje kot 
druge. Izbrali smo kombinacije linij, ki bi jih bilo v prihodnje najbolj smiselno križati. 
Optimizacija postopka PCR za pomnoževanje lokusov BoESR825 in BoESR484 z 
zmanjševanjem vsebnosti MgCl2 v PCR mešanici je bila uspešna. Preizkušanje metod 
hkratnega pomnoževanja in direktnega PCR ter njuno kombiniranje je dalo pozitivne 
rezultate. V osnovi sta obe metodi delovali. Potrebno bi bilo nadaljnje testiranje na večjem 
številu vzorcev in optimizacija procesa, preden bi metodi postali uporabni za genotipizacijo. 
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